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AMPK腺病毒载体在小鼠骨骼肌中的表达和作用

刘 倩，胡 芳，牛文彦
（天津医科大学免疫学系，天津 300070）

摘要 目的：探讨注射 AMPK腺病毒在小鼠骨骼肌中的表达和作用。 方法：C57BL/6 小鼠随机分为 4 组:（1）无任何处理的空白
对照组。（2）肌肉注射腺病毒空载体（Ad-GFP）组。（3）肌肉注射 Ad-GFP，48 h后腹腔注射 AMPK激活剂 AICAR 组。（４）肌肉注
射 GFP标记的激活型 AMPK腺病毒（Ad-AMPK-CA）组。 注射腺病毒 72 h后，处死小鼠，通过小动物成像系统测定骨骼肌中的
荧光强度，检测腺病毒的表达，用Western blot 方法检测 ACC 的磷酸化。 结果：与空白对照组比较，注射腺病毒组的平均荧光强
度显著增高。 与病毒空载体组比较，注射 AICAR 组和 Ad-AMPK-CA组的 ACC 磷酸化水平显著升高。 结论：AMPK腺病毒能在
小鼠骨骼肌中表达目的蛋白，调节 AMPK的作用。
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Effect and expression of AMPK adenovirus on mouse skeletal muscle
LIU Qian, HU Fang, NIU Wen-yan
（Department of Immunology, Tianjin Medical University, Tianjin 300070, China）
Abstract Objective: To explore the effect and expression of injected AMPK adenovirus on mouse skeletal muscle. Methods: Ten
weeks old C57BL/6 male mice were randomly divided into four groups. Mice in group1 were normal control group without treatment. Mice
in group 2 were intramuscularly injected green fluorescence protein adenovirus (Ad-GFP). Mice in group 3 were intramuscularly injected
Ad-GFP, after which were intraperitoneally injected AMPK activator AICAR in 48 h. Mice in group 4 were intramuscularly injected Ad-
AMPK-CA. Seventy two hours after adenovirus treatment, all mice were executed and the expression of adenovirus was analysed in
skeletal muscle. Fluorescence intensity and ACC phosphorylation in skeletal muscle were analysed by vivo imaging system and western
blot, respectively. Results: Compared with the control group, the mean fluorescence intensity of the experimental groups which were
injected adenovirus was significantly higher. Compared with the Ad-GFP group, ACC phosphorylation of AICAR and Ad-AMPK-CA
groups were significantly increased. Conclusion: AMPK adenovirus can express the target protein in mouse skeletal muscle, and regulate
the activity of AMPK.
Key words AMPK；adenovirus；mouse；skeletal muscle

2型糖尿病以葡萄糖代谢异常为特征，主要发
病机制是胰岛素抵抗[1-2]，肥胖是其主要诱因。通过

非胰岛素依赖机制促进外周组织对葡萄糖的摄取

和脂肪酸的氧化是 2型糖尿病治疗的关键。单磷酸
腺苷（AMP）激活的蛋白激酶（AMPK）是能量代谢和
响应外部刺激的一个关键的调节器[3]。它是由一个

催化亚基（α）和两个调节亚基（β，γ）组成的异三聚
体酶[4]。在营养缺乏和病毒感染时，升高胞内 AMP /
ATP比值和活化一些上游激酶来激活 AMPK，导致
α亚基中的苏氨酸 172的磷酸化增加，激活 AMPK [5]。

当 AMPK被激活时，通过调节下游的信号通路，例

如，AMPK直接磷酸化乙酰-CoA羧化酶（ACC）和
HMG-CoA 还原酶（HMGCR），能抑制合成代谢，并
促进分解代谢，增加骨骼肌对葡萄糖的摄取，增强

脂肪酸的氧化作用和胰岛素的敏感性，因此 AMPK
及其信号通路已成为 2型糖尿病的预防和治疗的
热点。本研究通过在 C57BL/6 小鼠中注射激活型
AMPK腺病毒，检测腺病毒在小鼠体内的表达和作
用，为进一步在体内研究 AMPK信号通路奠定基础。
1 材料与方法
1.1 实验材料 C57BL/6 小鼠购自军事医学科学
院实验动物中心,普通饲料购自美国 Research Diets
公司，HEK293β5细胞和 AMPK激活型腺病毒重组
质粒（Ad-AMPK-CA)由厦门大学林圣彩教授实验
室赠与，DMEM高糖购自美国 Gibco公司，胎牛血清
购自以色列 Bioind公司，抗磷酸化 ACC和 GPADH
抗体购于 Cell Signaling Technology，试剂 AICAR购
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自 Enzo公司，增强化学发光底物检测试剂盒购自
美国 Millipore公司。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养 HEK293β5 细胞用含 10% 胎牛
血清的 DMEM高糖培养基，在 37 ℃，5% CO2培养

箱中培养。

1.2.2 AMPK腺病毒的包装和扩增 转染前 24 h，
HEK293细胞接种在 60 mm培养皿中，接种密度为
50%～70%。5 μg鉴定好的重组病毒质粒通过 Pac I
单酶切处理。将单酶切线性化的重组腺病毒质粒用

乙醇沉淀，离心弃上清。待乙醇挥发完全后，用 10μL
无菌水重悬质粒。处理过的质粒用 Lipofectamine2000
转染到 HEK293细胞中。转染完 8 h后换液，换液用
10%胎牛血清的 DMEM高糖培养基。转染后 7～10
d，收集细胞，离心弃上清，加入 2 mL 10%胎牛血清
的 DMEM高糖培养基，重悬细胞。通过液氮/37 ℃反
复冻融 3次，让病毒释放，离心提取含腺病毒的上
清。分装保存于-80 ℃冰箱。在 60 mm培养皿中接种
HEK293细胞，细胞密度达 70%，加入 10 μL上述收
集的腺病毒上清液，感染 72 h后，可出现细胞变圆、
破裂、漂浮的病变现象。当 50%以上的细胞出现漂
浮时，可冲匀收集细胞，液氮反复冻融 3次。离心提
取上清液，完成病毒扩增。用第一轮裂解的病毒上

清液感染 HEK293细胞即可得到第 2轮的病毒。
1.2.3 小鼠分组和处理 SPF 级 6 周龄雄性
C57BL/6小鼠 23只，用脂肪含量 10%的普通饲料喂
养小鼠，小鼠自由饮食饮水，饲养在温度（22±2）℃、
湿度（55±10）%、12 h照明/非照明循环房间。喂养至
10周，体质量达（23.50±0.78 )g，随机分为 4组:（1）
无任何处理的空白对照组（3只）。（2）肌肉注射腺病
毒空载体（Ad-GFP）对照组（5 只）。（3）肌肉注射
Ad-GFP，48 h后腹腔注射 AMPK激活剂 AICAR组
（5只）。（4）肌肉注射 GFP标记的激活型AMPK腺
病毒（Ad-AMPK-CA）组（5 只）。腺病毒注射量为
110 μL/只，AICAR为 150 mg/只。腺病毒注射 72 h
后处死小鼠，取骨骼肌肉。

1.2.4 体内分布检测 用小动物成像系统对肌肉

组织进行荧光定量分析，从而确定腺病毒在小鼠骨

骼肌的表达。

1.2.5 免疫印记检测 ACC的磷酸化 裂解肌肉组

织，将肌肉组织切成小块移至冷的 Eppendorf管中，
用预冷的 PBS缓冲液清洗肌肉组织 2次。0.1 g肌肉
组织中加入 500 μL 含蛋白酶抑制剂（1 mmol/L
Na3VO4，1 μmol/L PIC，200 μmol/L PMSF，0.5 mmol/L
NaF）的组织裂解液，用超声匀浆破碎机裂解组织样

品。预冷离心机至 4 ℃，13 000 r/min离心 10 min，收
集上清，重复两次。按照BCA Protein Assay Kit说明
书来测定蛋白浓度，再与 5×LSB缓冲液按 4∶1的比
例混合，65 ℃加热 15 min，7.5%（V/V）SDS-PAGE电
泳分离蛋白样品，转到 PVDF膜上，用 3%牛血清蛋
白封闭 2 h，再分别用各自一抗 4 ℃孵育过夜，二抗
使用偶联辣根过氧化物酶 HRP的山羊抗兔 IgG和
山羊抗鼠 IgM孵育 2 h，蛋白条带用增强化学发光
法检测，曝光胶片。用 GAPDH作为内参，Image J软
件定量，即可检测蛋白的磷酸化水平。

1.3 统计学处理 采用 GraphPad Prism6统计软件
进行统计学分析，计量资料用 ｘ±ｓｘ表示，多组间比较
采用单因素方差分析，P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果
2.1 细胞形态学改变 显微镜下观察正常 HEK293
细胞为多角形，触角相连呈网状贴壁生长。腺病毒

感染 HEK293细胞后，细胞变圆，触角消失，部分细
胞破碎漂浮，未脱落细胞有聚集融合（图 1）。

2.2 GFP 荧光标记的腺病毒在骨骼肌中的检测结
果 腺病毒质粒中带有绿色荧光蛋白 GFP，可以对
腺病毒的感染表达进行追踪观察。收取小鼠骨骼肌

肉组织，通过小动物活体成像系统，检测肌肉中

GFP标记的腺病毒的荧光强度，确定腺病毒感染到
小鼠组织中。如图 2所示，以未注射病毒的小鼠组
织为背景对照组，注射腺病毒实验组的小鼠骨骼肌

中能检测出荧光强度，通过荧光定量分析与背景对

照组比较有显著差异（图 3），说明腺病毒已转染到
小鼠肌肉组织中。

2.3 Western blot 检测磷酸化 ACC 水平 检测了

AMPK 的下游 ACC 的磷酸化水平以判断激活
AMPK的效果，确保在小鼠体内发挥作用。如图 4所
示，AICAR是 AMPK的激活剂，与病毒空载体对照
组比较，注射 AICAR的实验组磷酸化 ACC水平升
高，为对照组的（1.51±0.15）倍（P<0.01），注射 Ad-
AMPK-CA组的磷酸化 ACC水平上升至对照组的

a：正常HEK293β5细胞（×４０）；b：被腺病毒感染的HEK293β5细胞（×４０）

图 1 腺病毒载体感染细胞后形态改变
Fig 1 Morphological changes in HEK293 cells infected with

adenovirus
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（1.91±0.09）倍（P<0.001）。 3 讨论
糖尿病已成为一个重大的公共健康问题，预计

到 2030年，其发病率将达到 7.7％，患病人数将增加
至 4.39亿[6]。2型糖尿病是其最常见的形式，其特征
是胰岛素抵抗，骨骼肌减少了对胰岛素的敏感性是

重要原因[7-8]。骨骼肌是利用葡萄糖的主要外周组织，

AMPK的活化能促进骨骼肌摄取葡萄糖。AMPK是
一个丝氨酸 /苏氨酸磷酸激酶，AMPK的 α亚型具
有催化活性。α1亚型广泛表达，而 α2亚型在肝脏、
心脏和骨骼肌中高表达[9]。Thr172是 AMPKα亚型
的主要的磷酸化位点，其磷酸化是 AMPK催化活性
必不可少的。肌肉收缩和运动能激活 AMPK[10]。本实

验中 Ad-AMPK-CA突变位点在 T142，而 AMPK抗
体检测的磷酸化位点在 Thr172，因此需要检测
AMPK下游蛋白的磷酸化水平判断 AMPK的活性。
ACC是存在于胞液中的变构羧化酶，通过生物素羧
化酶功能和羧基转移酶功能催化乙酰辅酶 A生成
丙二酸单酰辅酶 A，是脂肪酸代谢的限速酶，是
AMPK的下游分子[11-12]。激活 AMPK进而使 ACC磷
酸化增加，活性降低。5-氨基咪唑-4-甲酰胺核糖核
苷酸（AICAR）是细胞可渗透腺苷类似物，通过腺苷
转运蛋白能被细胞吸收，腺苷激酶快速磷酸化，形

成 5-氨基咪唑-4-甲酰胺-1-β-D-呋喃核糖苷
（ZMP），通过模拟放大作用增加 AMPK的活性[13]，在

体内和体外实验中作为一种激活 AMPK的工具。本
实验中，Ad-AMPK-CA和 AICAR都显著升高小鼠
骨骼肌 ACC的磷酸化水平，说明二者在小鼠体内发
挥着增加 AMPK活性的作用。

在基因工程中所运用的病毒载体是一种定向

或非定向的载体，来源于病毒的 DNA或者 RNA基
因组。RNA病毒的逆转录病毒载体中，应用广泛的
是慢病毒。慢病毒载体是指以 HIV-1来源的一种病
毒载体[14]，能够感染多种难感染的细胞，比如原代细

胞、干细胞、神经元细胞等。慢病毒能够将外源基因

插入细胞基因组内，实现稳定转染，但是重组病毒

的滴度不够高，而且有导致基因突变的危险。DNA
的病毒载体中，应用广泛的是腺病毒和腺相关病毒。

腺病毒相对稳定，可以长时间冷冻储存而不失去感

染能力，可以有效地转染各种细胞类型和组织[15]，

易于基因重组操作，繁殖滴度高，安全性好，发生插

入突变率低。穿梭质粒中含有编码 GFP的序列，
方便追踪检测[16]。本实验中 AMPK腺病毒和腺病毒
空载体均含有 GFP荧光蛋白，小动物活体成像采用
荧光报告基团 GFP进行标记，通过激发光激发荧光
基团到达高能量状态，而后产生发射光，通过后期

图 2 GFP在骨骼肌中的表达
Fig 2 Expression of green fluorescence protein in skeletal muscle

与空载体对照组相比，** P<0.01，# P<0.001
图 4 骨骼肌中磷酸化 ACC蛋白的表达
Fig 4 The phosphorylation of ACC in mouse skeletal muscle

与空白对照组相比，#P<0.001
图 3 骨骼肌中荧光定量分析结果
Fig 3 The mean fluorescence intensity in skeletal muscle
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的特有的软件处理，有效地除去动物自身所发出的

荧光信号，对肌肉组织进行定性和定量分析。通过

小动物成像和荧光强度定量分析结果表明，AMPK
腺病毒成功转染至小鼠骨骼肌中。

综上所述，肌肉多部位注射 AMPK腺病毒能感
染至小鼠骨骼肌中，并且能够表达目的蛋白，调节

AMPK的活性。AMPK腺病毒可作为一种实验方法，
用于 AMPK的体内研究。
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统计学符号不论用哪种字母，也不论大写或小写一律都用斜体。 要注意区分拉丁字母和希腊字母。 例如

均数的符号是字母 ｘ，卡方的符号是希腊字母 χ2，自由度的符号是希腊文“υ”，不是拉丁文“V”。 样本的相关系

数是英文“r”，不能误为希腊文“γ”。

化学元素及核素在医学写作时一般多采用符号， 都是拉丁字母正体大写。 离子态是在右上角用数字加

“-”或“+”表示。例如 Na+、Ca2+、P3-等等，不采用 Ca++、P---、Al+3、O-2 表示。核素的核子素（质量数）应写在元素符

号的左上角，例如 131I、32P。表示激发状态的 m 写在右上角，例如：99Tcm、133Inm。在科技论文和专著中不应写核素

的中文名称，即不能写成 131 碘、133 铟 m 等。

近几年分子生物学发展很快，并已渗透到许多学科，大多数分子生物学名词术语的符号已有统一的确定

形式，要对符号的来源及其内涵有深刻的了解，使用时不致发生错误，例如：RNA 有 rRNA（ribosonal RNA）、

tRNA（transfer RNA）、mRNA（messenger RNA）3 类。 r、t、m 是表示类型的符号应小写，RNA 应大写。

（编辑部）
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